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RESUMO

Fungos sdo microrganismos eucariotos, heterotréficos, e a sua grande maioria € aerdbia
obrigatéria. Pertencem a um grupo diverso e amplamente disseminado na biosfera,
classificados como unicelulares (leveduras), ou multinucleados (fungos filamentosos e
cogumelos). Os filamentosos produzem biomoléculas que auxiliam no seu crescimento
e que garantem sua existéncia, tal qual, as enzimas, um grupo notavel de proteinas,
devido principalmente a sua alta especializacdo e a extraordinaria capacidade de se
ligar a outras moléculas e modifica-las quimicamente, isso faz com que extremamente
versateis como ferramentas na biotecnologia branca. A enzima B-galactosidase, que
catalisa principalmente a hidrélise da lactose em glicose e galactose, vem sendo
amplamente utilizada na industria de laticinios, para melhorar as caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas dos produtos, em especial, para os individuos que
possuem intolerancia a lactose. Assim, é importante ampliar a busca de fungos que
tenha a capacidade de producdo da enzima de interesse, como o Lentinus tigrinus, uma
espécie filamentosa decompositora de madeira, que possui [B-galactosidase
intracelularmente. O presente estudo buscou realizar uma caracterizacao parcial da -
galactosidase produzida por L. tigrinus, averiguando alguns aspectos e informacdes
acerca da funcao, cinética, especificidade e estabilidade da enzima.
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ABSTRACT

Fungi are eukaryotic microorganisms, heterotrophic, with the vast majority being obligate
aerobes. They belong to a diverse and widely distributed group in the biosphere,
classified as unicellular (yeasts) or multinucleated (filamentous fungi and mushrooms).
Filamentous fungi produce biomolecules that assist in their growth and ensure their
existence, just like enzymes, a remarkable group of proteins, primarily due to their high
specialization and extraordinary ability to bind to other molecules and chemically modify
them, making them extremely versatile tools in white biotechnology. The enzyme -
galactosidase, which primarily catalyzes the hydrolysis of lactose into glucose and
galactose, has been widely used in the dairy industry to improve the organoleptic and
physicochemical characteristics of products, especially for individuals with lactose
intolerance. Therefore, it is important to expand the search for fungi that have the
capacity to produce the enzyme of interest, such as Lentinus tigrinus, a wood-
decomposing filamentous species that possesses intracellular B-galactosidase. This
study aimed to perform a partial characterization of the 3-galactosidase produced by L.
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tigrinus, investigating some aspects and information regarding the enzyme's function,
kinetics, specificity, and stability.

KEYWORDS: B-galactosidases; Extraction methods; Influence of cations; Lentinus
tigrinus; Partial characterization.

INTRODUCAO

Pertencentes ao dominio Eukarya e ao reino Fungi, os fungos se tratam de um
vasto grupo de organismos amplamente disseminados na biosfera. Estima-se a
possibilidade de que devam existir 1,5 milhdo de espécies, mas somente cerca de
6,67% possuem descricdo e, das espécies conhecidas, apenas aproximadamente 200
sdo consideradas patogénicas, assim, grande parcela ndo causa nenhum prejuizo e,
chegam a ser benéficas. A vista disso, os fungos sé@o cada vez mais empregues na
biotecnologia, ganhando uma crescente popularidade em decorréncia de seus
subprodutos extremamente versateis, que passaram a ser utilizados como ferramentas
para melhoramento de processos industriais. Tal qual o Lentinus tigrinus, um
basidiomiceto de composi¢do variada, constituido até de enzimas, um grupo que
representa um caso especial de funcao proteica, que pode acelerar as reacdes quimicas
com mais eficiéncia do que catalisadores sintéticos ou inorganicos. Uma das enzimas
produzidas pelo L. tigrinus, a B-galactosidase, catalisa a hidrolise da lactose em glicose
e galactose, é empregue na indastria de laticinios para melhorar as caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas dos produtos. No entanto, é fundamental compreender
as propriedades apresentadas dessas enzimas, ja que, suas condi¢des ideais sdo de
suma importancia para sua aplicabilidade. Uma vez que, entender seu comportamento
fornece informacgbes valiosas sobre a sua estabilidade, além de esclarecer suas
particularidades. Ante o exposto, a realizacao deste estudo se torna relevante por propor
caracterizacdo parcial de [B-galactosidases obtidas no meio intracelular do fungo
filamentoso Lentinus tigrinus, averiguando algumas das condi¢des ideias que sao

cruciais para a estabilidade e efetividade da enzima de interesse.

MATERIAIS E METODOS

O projeto cientifico em questdo se trata de uma pesquisa quantitativa
experimental, realizada no laboratério de Farmacotécnica, pertencente ao curso de
Bacharelado em Farmacia, que esta alocado ao Departamento de Ciéncias e
Tecnologias (DCT), da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus
de Jequié. O fungo Lentinus tigrinus utilizado foi concebido pela Colecao de Cultura de

Microrganismo da Bahia (CCMB), da Universidade Estadual de Feira de Santana



(UFES). O microrganismo foi mantido incubado em Agar Batata Dextrose (BDA) sob
uma temperatura de 4°C até o inicio dos experimentos. O Lentinus tigrinus foi inoculado
em meio de cultura sélido e liquido, com adicdo de 100 uL da solucdo de esporos do
fungo em questao, e incubado ao longo de até 7 dias sob uma temperatura de 27°C
(BOD SL200/90 Incubadora-SOLAB), para ativacdo do microrganismo. Dentre os
experimentos realizados estdo: extracao enzimatica (por ruptura em agitador tipo vértex
com pérolas de vidro, com Lauril Sulfato de Sodio, com Triton X-100); parametros
cinéticos enzimaticos (Km € Vma); otimizacdo de producdo segundo Planejamento
Doehlert (tempo de incubagéo X concentragdo do indutor lactose); influéncia de sais
(Cloreto de Sodio, Cloreto de Potassio, Cloreto de Calcio, Cloreto Férrico, e Cloreto de
Amonio). Em todos os experimentos mencionados, foi realizado a determinagéo de
atividade enzimatica da B-galactosidase por meio da absorbancia do o-nitrofenol (ONP)
em espectrofotbmetro UV-Vis Spectroquant Pharo 100 em 410 nm, um subproduto do
o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG) liberado pela reacdo. Os dados foram
coletados, inseridos e tabulados com o apoio da planilha do Microsoft Excel® versdo de
2019, para a geracdo de tabelas e graficos, na qual foram submetidos a analises
estatisticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo e a caracterizagcao da B-galactosidase sao cruciais para otimizar seu
uso em bioprocessos. A produzida por o Lentinus tigrinus é intracelular, por isso que,
guando as células sao lesadas, suas concentracfes plasmaticas tornam-se elevadas,
fazendo com que a extracdo seja um elemento critico. Dentre os métodos testados
(Tabela 1), o mais eficaz foi o procedimento de ruptura em agitador tipo vortex com
pérolas de vidro, tanto os valores de atividade enziméatica (0,123 pmol/min), quanto de
atividade especifica (4,299 pmol x mg/min) foram os mais expressivos. Enquanto as
outras metodologias, chegaram a apresentar a uma boa concentragéo de proteina total,

mas possivelmente grande parte delas ndo sdo de nosso interesse.

TABELA 1: Diferentes métodos de extracdo -galactosidase intracelular do L. tigrinus.

METODO ATIVIDADE ENZIMATICA (umol/min) ATIVIDADE ESPECIFICA (umol x mg/min)

Voértex com pérolas de vidro 0,123244838 4,299923446

Lauril sulfato de sédio (1%) 0,009233038 0,367175485

Triton X-100 (1%) 0,012330383 1,345467854

FONTE: Autores (2023).



Em relacdo a andlise de parametros cinéticos, apesar dos dados se
apresentarem promissores, as representacdes gréficas ficaram inexatas (Curva de
Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk), concomitante com o valor do coeficiente de
Pearson (R2) de aproximadamente 0,200, significando uma correlacdo positiva muito
fraca, ndo sendo possivel determinar Ky € Vimax. ASsim como na otimizacao de producao
segundo Planejamento Doehlert, jA que as culturas fungicas sao inerentemente
variaveis e, mesmo sob condi¢des controladas e padronizadas, os resultados obtidos
foram desfavoraveis. J4 na influéncia de cations (Tabela 2), é perceptivel que a
presencga de solugéo salina influencia na ligagdo da enzima com o substrato, seja de
maneira proficua ou ndo. Houve decréscimo na atividade em todas concentracdes de
NaCl e KCI testadas, sendo que o menor valor registrado de redugéo de atividade foi
KCl em 0,01M. O CaCl; e FeCl; proporcionaram a melhora da atividade apenas na
concentracdo de 0,05M. E o NH4CI, potencializou a atividade enzimética a partir da

concentracdo de 0,02M.

TABELA 2: Atividade enzimatica da 3-galactosidase de L. tigrinus

com a variagdo da concentragdo das solucdes salinas.

| SAL

CONCENTRAGAO
| NaCl KCl CaCl, NH.CI FeCls Sem sal

0,01 M 0,06719764 0,042713864 0,057168142 0,073687316 0,061740413

0,02M 0,067640118 0,057610619 0,061297935 0,081651917 0,071327434 0,080176991

(amostra-
controle, sem
nenhuma
solucéo)

0,03M 0,067492625 0,062625369 0,079734513 0,089026549 0,068525074

0,04 M 0,067640118 0,065427729 0,07899705 0,092861357 0,076637168

0,05 M 0,072064897 0,06380531 0,09020649 0,091828909 0,086961652

FONTE: Autores (2023).

CONCLUSOES/CONSIDERACOES FINAIS

Hodiernamente, a compreensdo de enzimas e suas caracteristicas séo
extremamente necessarios para uma ampla gama de topicos biotecnolégicos, portanto,
os resultados obtidos neste trabalho fornecem Uteis direcionamento metodolégicos.
Constatando que a ruptura em agitador tipo virtex com pérolas de vidro é efetiva para
extracdo de B-galactosidase proveniente de L. tigrinus. Ainda foi possivel verificar de
maneira proficua a influéncia de céations na atividade enzimatica, caracterizando o
cloreto de amb6nio como um composto potencialmente favoravel ao melhoramento da
atividade enzimatica da enzima em questdo. Tal fenbmeno pode ter acontecido por

diversos fatores, o que representa um ponto de partida para investigacdes futuras nesse



sentido. Lamentavelmente, ndo foi possivel otimizar a producgéo e cultivo do fungo de L.
tigrinus, nem averiguar alguns parametros da cinética enzimatica das B-galactosidases
provenientes do mesmo fungo. Pois, mesmo sob condi¢cbes controladas, as culturas
fungicas séo substancialmente oscilantes, é de sua natureza que dentro da populagao
utilizada para inoculacao haja diversidade genética, refletindo no préprio crescimento e
na producdo de enzimas. Dessa forma, embora nem todos os objetivos tenham sido
plenamente atingidos, os conhecimentos obtidos ao longo deste estudo contribuem para
a compreensao parcial das B-galactosidases obtidas do fungo filamentoso Lentinus
tigrinus isolado do semiarido nordestino e, apesar das adversidades encontradas,
conseguimos avancgos importantes, e os resultados obtidos podem servir como base
para pesquisas e estudos futuros, abrindo caminho para pesquisas adicionais que

podem levar a avang¢os mais significativos na biotecnologia e na bioquimica.
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